INDUKSI PERAKARAN DENGAN BERBAGAI KONSENTRASI NAA PADA DUA VARIETAS TANAMAN APEL (Malus sylvestris Mill)






III. BAHAN DAN METODE 
3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan 
  Penelitian dilakukan di Laboratorium kultur Mitra Anggrek Indonesia, 
jalan Hasanuddin I, No 24, Junrejo, Batu. Pengujian dengan metode DPPH (1,1- 
difenil-2-pikrihidazil) dan total flavonoid dilakukan di Laboratorium Kimia 
Universitas Muhammadiyah Malang. 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat 
  Alat yang digunakan adalah botol kultur, gelas ukur, scalpel, erlenmeyer, 
pipet tetes, gelas piala, pipet volume, cawan petri, mikro pipet, bunsen burner, 
kompor gas, sprayer, autoclave, gunting, pinset, karet gelang, plastik, timbangan 
digital, Laminar Air Flow (LAF), rak kultur, pH meter, mikrotip, tisu, kertas label, 
alat tulis, kamera, mortal martil, digi-mikroskop, spektrofotometer. 
3.2.2 Bahan 
  Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah media kultur 
Murashige Skoog (MS), zat pengatur tumbuh 2,4 dichloropenoxyacetit acid (2,4-
D) 0,5 ppm, BAP (Benzylaminopurin) 1 ppm, bahan tanam (eksplan) yang berupa 
kalus apel, asam amino fenilalanin, sukrosa, NaCl, air steril, spiritus, etanol, 





3.3 Rancangan Penelitian 
  Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Kelompok 
Lengkap Teracak (RKLT) Faktorial dengan 2 faktor. Faktor pertama yaitu varietas 
apel dan faktor kedua yaitu kombinasi antara konsentrasi fenilalanin dan sukrosa. 
Adapun rincian perlakuan yang dilakukan adalah sebagai berikut: 
Faktor 1, varietas apel 
V1 = Varietas Rome Beauty 
V2 = Varietas Red Delicious 
Faktor 2, kombinasi antara fenilalanin dan sukrosa 
S1 = Fenilalain 350 ppm + sukrosa 30 g/l  
S2 = Fenilalain 450 ppm + sukrosa 30 g/l 
S3 = Fenilalain 500 ppm + sukrosa 30 g/l 
S4 = Fenilalain 550 ppm + sukrosa 30 g/l 
S5 = Fenilalain 650 ppm + sukrosa 30 g/l 
S6 = Fenilalain 350 ppm + sukrosa 40 g/l 
S7 = Fenilalain 450 ppm + sukrosa 40 g/l 
S8 = Fenilalain 500 ppm + sukrosa 40 g/l 
S9 = Fenilalain 550 ppm + sukrosa 40 g/l 
S10 = Fenilalain 650 ppm + sukrosa 40 g/l 
Berdasarkan kedua faktor tersebut menghasilkan 20 kombinasi perlakuan, 
masing-masing perlakuan diulang 3 kali dan tiap ulangan masing-masing 4 
sampel. Adapun kombinasi dari kedua perlakuan tersebut dapat dilihat pada Tabel 





Tabel 3. Kombinasi perlakuan varietas apel dan kombinasi antara konsentrasi 
fenilalanin dan sukrosa. 
Varietas 
Kombinasi fenilalanin + sukrosa 
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 10 
V1 V1S1 V1S2 V1S3 V1S4 V1S5 V1S6 V1S7 V1S8 V1S9 V1S10 
V2 V2S1 V2S2 V2S3 V2S4 V2S5 V2S6 V2S7 V2S8 V2S9 V2S10 














Gambar 4.  Denah Percobaan 
3.4 Pelaksanaan Penelitian 
3.4.1 Sterilisasi Alat 
  Petridish, scalpel, pinset, dan botol kultur yang sudah dicuci dengan sabun 






















































































diatas kompor gas. Sekat autoclave dipasang untuk tempat botol dan alat-alat 
kultur yang akan disteril. Autoclave yang sudah berisi botol dan alat-alat kultur 
ditutup rapat lalu kompor gas dinyalakan. Proses sterilisasi dilakukan hingga 
indikator tekanan menunjukkan 10 psi selama 20 menit, lalu kompor dimatikan. 
Autoclave dapat dibuka setelah dingin untuk menghindari rusaknya botol atau pun 
alat-alat kultur akibat tekanan tinggi dalam autoclave. Botol dan alat-alat kultur 
bisa dikeluarkan dan siap untuk dipakai setelah dingin (Mawarni, 2016). 
3.4.2 Sterilisasi Ruang Tanam 
  Sterilisasi ruang tanam yaitu dengan menyemprot laboratorium kultur 
menggunakan formalin cair 5% (penyemprotan untuk mensterilkan ruangan 
dilakukan pada setiap sudut ruang dan pada setiap susunan rak kultur), lalu ruang 
ditutup rapat dan keesokan harinya baru bisa digunakan. Sterilisasi Laminar Air 
Flow (LAF) menggunakan alkohol 70% yang disemprot di 
dalam LAF, alat-alat yang dimasukkan ke dalam LAF juga harus disemprot 
alkohol 70% terlebih dahulu. Sebelum menggunakan LAF, sinar UV dinyalakan 
selama 1 jam, dan sebelum sinar UV dimatikan, blower dihidupkan selama 15 
menit. Tujuan dari dinyalakannya sinar UV adalah untuk mematikan kontaminan 
pada permukaan ruang kerja. LAF dapat digunakan setelah sinar UV dimatikan 
dan blower tetap menyala (Mawarni, 2016). 
3.4.3 Pembuatan Media Murashige & Skoog (MS) 
  Pembuatan media MS perlu disiapkan alat dan bahan (unsur makro dan 





2,4-D 0,5 ppm dan BAP 1 ppm dilakukan dengan membuat larutan stok 100 kali 
(unsur hara makro), dan 1000 kali (unsur hara mikro), kemudian menyimpannya 
dalam refrigator. Adapun komposisi media MS ditunjukkan pada Tabel 4. 
Tabel 4.  Komposisi media MS 













 Fe (EDTA)/Triplex 
Unsur tambahan Inositol 
 Pyridoxin 
 Sukrosa 30 g/liter 
 Nicotimic Acid 
 Tiamin 
 Agar 8,5 gr/liter 
Zat pengatur tumbuh 2,4 dichloropenoxyacetit acid 0.5 ppm 
 BAP (Benzylaminopurin) 1 ppm 
Sumber : Laboratorium Mitra Anggrek Indonesia, Batu. 
  Langkah selanjutnya yaitu menimbang masing-masing bahan komposisi 
media MS dan zat pengatur tumbuh yang digunakan atau mengambil dari larutan 
stok yang sudah ada sesuai panduan. Memasukkan semua bahan ke dalam gelas 
ukur kecuali agar. Menambahkan aquades sampai volume 1 liter. Larutan 
dikondisikan pada pH 5,8 (diukur menggunakan pH meter, untuk 
menaikkan pH tambahkan NaOH, sedangkan untuk menurunkan pH tambahkan 
HCl). Memasak larutan dan menambahkan agar sedikit demi sedikit agar tidak 





dalam botol kultur. Menutup botol dengan plastik dan diikat dengan karet. Media 
dimasukkan ke dalam autoclave untuk disterilisasi dengan tekanan 10 psi selama 
15 menit. Botol-botol kultur berisi media selanjutnya disimpan pada rak-rak 
kultur. Media disimpan selama 1 minggu untuk mengetahui apakah media 
mengalami kontaminasi sebelum digunakan (Mawarni, 2016). 
3.4.4 Induksi Eksplan ke Media K4 
  Sebelum eksplan yang berupa biji apel ditanam, terlebih dahulu dilakukan 
sterilisasi buah apel. Apel yang digunakan adalah apel kultivar Rome Beauty dan 
Red Delicious. Apel kemudian dibersihkan dengan sabun dan air mengalir, 
terutama di kedua bagian ujung buah apel. Setelah itu buah apel dipotong bagian 
dagingnya menggunakan pinset dan scalpel  tanpa mengenai biji (biji masih dalam 
keadaan tertutup oleh selubung biji). Memasukkan selubung biji kedalam chlorox 
10% selama 20 menit, chlorox 2% selama 10 menit dan dibilas dengan aquadest 
tiga kali. selubung apel dibelah secara perlahan tanpa melukai biji. Biji apel 
dikeluarkan dan dibersihkan dari selubung dan kulit arinya. Eksplan yang 
digunakan adalah bagian kotiledon, kotiledon dipotong menjadi dua bagian dan 
dibelah. Bagian tumpul dilukai untuk mempermudah kalus tumbuh.
 Eksplan ditanam pada media K4 (Media MS + 0,5 ppm 2,4-D + 1 ppm BAP) 
dengan jumlah 4 eksplan per botol. Waktu yang dibutuhkan untuk menumbuhkan 






  Tahap perlakuan yaitu dengan cara subkultur kalus beberapa varietas apel 
(V1= Rome Beauty; V2= Red Beauty) ke  media multiplikasi yaitu MS + 2,4-D 
0,5 ppm + BAP 1 ppm dengan perlakuan kombinasi fenilalanin dan sukrosa yang 
sudah ditentukan. Kalus apel yang digunakan adalah kalus yang mempunyai 
tekstur kompak dan berwarna hijau segar. Sebelum disubkultur, terlebih dahulu 
kalus ditimbang agar seragam. Berat kalus yang disubkultur yaitu 0,2-0,25 gram. 
Pertumbuhan kalus pada media perlakuan membutuhkan jarak waktu 4 minggu. 
Jumlah botol yang digunakan sebanyak 240 botol dan diisi 1 eksplan/botol. 
3.4.6 Stress Garam 
  Setelah kalus diberi perlakuan kombinasi fenilalanin dan sukrosa, 
selanjutnya kalus dipindah ke media garam untuk meningkatkan kadar 
antioksidan. Menurut Jan et al., (2015) NaCl menyebabkan peningkatan kadar 
protein, prolin, fenolik dan peroksidase. Kadar fenolik yang tinggi 
mengindikasikan tingginya akumulasi antioksidan. Produksi enzim antioksidan 
mengindikasikan adanya aktivitas antioksidan yang meningkat dalam kalus. Hal 
ini memicu kalus untuk mengeluarkan metabolit sekunder. Konsentrasi garam 
yang diberikan adalah 150 mM. Hal ini sesuai dengan penelitian Muawanah 
(2017), bahwa perlakuan NaCl 150 mM menghasilkan total flavonoid kalus apel 
sebesar 80,21 mg/g b.k. Ini menunjukan bahwa konsentrasi 150 mM lebih banyak 
menghasilkan flavonoid dibandingkan dengan perlakuan menggunakan NaCl 100 






3.4.7 Pemanenan Kalus 
  Kalus dipanen dua kali, pertama adalah dipanen setelah media perlakuan. 
Tujuannya adalah untuk dilakukan uji nilai total flavonoid dan DPPH pada sampel 
yang telah dipilih. Sampel yang dipilih untuk uji total flavonoid maupun uji 
aktivitas antioksidan adalah sampel yang terbaik, dilihat dari tekstur yang kompak 
dan warna yang hijau segar. Sampel yang digunakan adalah tiga sampel 
perlakuan, yaitu perlakuan V1S2, V1S9 dan V2S9. Panen yang kedua dilakukan 
pada umur 6 minggu setelah disubkultur ke media garam, sampel yang digunakan 
untk uji DPPH sama dengan sampel yang dipakai pada uji DPPH sebelumnya 
yaitu V1S2, V1S9, V2S9. 
3.4.8 Pengeringan dan Ekstraksi Kalus 
  Kalus kemudian dikeringkan pada suhu 40-500C menggunakan oven, 
sampai diperoleh berat kering konstan, yaitu antara penimbangan yang pertama 
dan berikutnya selama 1 jam tidak boleh lebih dari 0,5 mg. Kalus kemudian 
dihaluskan dengan mortir hingga menjadi serbuk dan siap untuk diekstraksi 
(Widyasmoro, 2007). Kalus diekstraksi dengan metode ekstraksi kalus 
menggunakan pelarut etanol (Patni, 2013). Filtrasi pada ekstrak menggunakan 
kertas Whatman nomor 1 (Jain et al., 2012). Selanjutnya dilakukan uji total 
antioksidan menggunakan metode DPPH. 
3.4.9 Uji DPPH (1,1- difenil-2-pikrilhidazil) dan Total Flavonoid 
  Uji DPPH dan total flavonid dilakukan dua kali, yang pertama adalah 





media garam dan setelah  disubkultur ke media garam. Pada pengujian DPPH, 
masing-masing larutan uji eksrak (750 ppm, 1500 ppm, 2250 ppm, 3000 ppm) 
diambil 1 ml dan ditambahkan 1 ml larutan DPPH dan 2 ml metanol. Tabung 
reaksi yang berisi larutan kemudian diinkubator dalam ruang gelap selama 30 
menit dan diukur nilai absorbansi pada panjang gelombang 517 nm. 
  Uji total favonoid diawali dengan pengujian standart quersetin pada 
bebagai konsentrasi (x) pada panjang gelombang 510 nm , setelah itu dihitung 
nilai absorbansinya (y) yang akan digunakan untuk persamaan regresi, sebagai 
acuan untuk menentukan nilai total flavonoid. Sampel ekstrak kalus juga 
diabsorbansi pada panjang gelombang 510 nm, lalu nilai absorbansi (y) 
dimasukkan pada persamaan regresi standar quersetin untuk dihitung nilai 
kosentrasinya dan dibaca sebagai mg ekuivalen quersetin/g ekstrak kalus (Patni, 
2013).  
3.5 Variabel Pengamatan 
  Variabel pengamatan yang digunakan meliputi : 
1. Panjang kalus (cm), diamati setiap satu minggu sekali selama enam 
minggu menggunakan milimeter block. 
2. Lebar kalus (cm), diamati setiap satu minggu sekali selama enam minggu 
menggunakan milimeter block. 
3. Pengamatan berat segar kalus (g), dilakukan pada saat subkultur ke media 
perlakuan, saat subkultur ke media garam, dan saat pemanenan kalus 





4. Pengamatan berat kering kalus (g), pengamatan dilakukan di akhir 
pengamatan menggunakan timbangan digital setelah kalus dioven pada 
suhu 40-500C. 
5. Kadar air kalus (%), dilakukan di akhir pengamatan setelah diketahui nilai 
berat segar dan berat kering kalus. Rumus yang digunakan untuk 
mengetahui kadar air kalus adalah (BB-BK)/BB*100%. 
6. Warna kalus, pengamatan warna kalus dilakukan saat tanam hingga 42 
HST secara visual. Penentuan warna kalus ditetapkan berdasarkan skoring 
warna yaitu coklat, hijau kecoklatan, hijau tua, hijau muda dan putih.  
Rumus Perhitungan : % warna kalus : 
Warna kalus
∑ Eksplan
 x 100% 
Penentuan masing-masing warna, berdasarkan pada Tabel 5. 
Tabel 5. Skoring warna Munsell 
No Red Green Blue Colour Hue Value Chroma 
1 97 70 51 
 
6,46 YR 3,08 3,33 
2 202 187 122 
 
5,42 YR 7,48 4,79 
3 92 98 36 
 
 2,00 GY 3,86 5,36 
4 144 157 77 
 
3,30 GY 6,10 6,12 
5 246 247 239 
 
3,02 GY 9,61 0,40 
Sumber : Munsell convertion color system CMC 18f 
 Uji yang digunakan untuk mengetahui perbedaan warna kalus yaitu 
uji chi-square (X2)-test. Uji chi-square dilakukan dengan menabulasi 





yang diobservasi (data yang diamati) tidak berbeda dari frekuensi yang 
diharapkan (frekuensi teoritis). Uji chi-square berfungsi untuk 
membandingkan antara frekuensi yang diobservasi dan frekuensi yang 
diharapkan (expected) pada masing-masing kategori untuk menguji bahwa 
semua kategori mengandung proporsi nilai yang sama atau menguji 
bahwa masing-masing kategori mengandung proporsi nilai tertentu. 
Asumsi yang digunakan adalah data berasal dari ata random. Frekuensi 
yang diharapkan untuk masing-masing kategori harus lebih besar dari 1. 
Rekuensi yang diharapkan yang bernilai kurang dari 5 tidak boleh lebih 
dari 20% dari kategori (Junaidi, 2015). 
Rumus yang digunakan dalam uji chi-square adalah: 
 
Keteragan : k : banyaknya kategori/sel 1,2….k 
          oi : frekuensi observasi untuk kategori ke-i 
          ei : fekuensi ekspekstasi untuk kategori ke-i 
 
7. Persentase Tekstur kalus (%), tekstur kalus diamati setiap satu minggu 
sekali, dikelompokkan menjadi friable (remah) dan nonfriable 
(kompak). Kalus remah ditandai dengan ikatan antar selnya tampak 
renggang, mudah dipisahkan dan jika diambil dengan pinset, kalus mudah 
pecah dan ada yang menempel pada pinset, sedangkan kalus yang kompak 






% Tekstur kalus : 
Tekstur kalus
∑ Eksplan
 x 100% 
8. Pengamatan flavonoid total (mg/g b.k) kalus apel yang telah diuji 
menggunakan metode kolorimetri, dilakukan dengan mengamati nilai 
absorbandi (standart quersetin padaberbagai konsentrasi dan sampel 
ekstrak kalus) pada panjang gelombang 510 nm, dengan mensubtitusi 
nilai absorbansi (y) sampel ekstrak kalus ke persamaan regresi standar 
quersetin (y=ax+b), sehingga didapatkan nilai kosentrasi (x) dan dibaca 
sebaai mg ekuivalen quersetin/gram ekstrak kalus (Patni, 2013). 
Kemudian setelah mengetahui persentase inhibisi, menentukan persamaan 
y=ax+b dengan perhitungan secara regresi linier (x=konsentrasi, 
y=inhibisi). Aktivitas antioksidan dinyatakan dengan konsentrasi inhibitor 
50% (IC50) yaitu konsentrasi sampel dapat meredam radikal DPPH 
sebanyak 50%. Nilai IC50 didapatkan dari nilai x setelah mengganti y=50 
(Pertiwi et al., 2016).  
3.6 Analisis dan Penyajian Data 
  Data hasil pengamatan untuk variabel pengamatan panjang kalus, lebar 
kalus, berat segar, berat kering, kadar air kalus serta tekstur kalus dianalisis 
dengan uji F taraf 5%, sedangkan untuk mengetahui adanya simpangan baku pada 
data pengamatan dilakukan analisis standar deviasi. Analisis data untuk variabel 
pengamatan warna kalus dengan melihat presentase, sedangkan untuk mengetahui 
perbedaan warna pada kalus menggunakan uji chi-square. Penyajian data 
menggunakan gambar dan tabel serta dideskripsikan dan dibandingkan dengan 
29 
literatur-literatur penelitian terkait. Data ditata dengan program microsoft exel 
2007. Analisis data dilakukan dengan program microsoft exel 2007 dan minitab 
17.
